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論文内容要旨
               匿目 的】
 エン ドテリン (ET) はYanagisawaらにより ブタ血管内皮細胞の培養液中より分離同定された
 21ケのア ミノ酸か ら成る血管収縮性ペプチ ドである。 ラットに静脈投与すると血圧が上昇するこ
 とより, 高血圧症の発生に何 らかの役割 を果た しているのではないかと考え られている。 他方,
 ETが循環ホ ルモ ンと してヒ ト血液中に存在するか否か は不明 であ る。 本研究で はETに特異的な
 高感度のRadioimmunoassay (RIA) を開発 し, ヒト血中の免疫反応性エンドテリン (IR-ET)
 の存在の有無を検討 した。 セパックα8 カートリッジを用いた抽出法と, 抽出な しに直接血漿を
 試料と して用 いる 直接法の 2種類を検討 した。
               【方 法難
 合成ヒトET及 び抗ET抗体はペプチ ド研究所製のものを使用 した。 町 一ETの標識 はChlora-
 mine T法の変法によった。 健常者10名, 高血圧患者10名より安静臥床後アプロチニン, EDTA添
 加採血管に採血 し, 直ちに4℃にて遠心分離し, 血漿を一20℃で保存 した。 また透析患者32名よ
 り透析の前後で採血 し同様に処理 した。 抽出法では、 血漿3m1をセパックCI8 カートリッ ジにア
 プライ してペプチ ドを抽出 し, 乾固後アッセイバッファー0,5m1で溶解 し, 第2抗体を用いた
 RIAにより測定した。 直接法では, 血漿0、1mlを試料とし, 直接RIAに供した。 更に血中に存在す
 るIR-ETの存在様式を知る目的で血漿3mlを直接Sephadex G-50 SF (L8×45cm) カラムに
 かけ, ゲル濾過 (GC) を行ない, 各分画のET活性をRIAで測定した。 又, 透析患者血漿のセパッ
 クCB 抽出物をμ一Bondapak CIB を用いた高速液体クロマトグラフィー (HPLC) にて分析を行
 ない, 各分画のET活性をRIAで測定 した。
               【結 果】
 本RIAの最小検出感度は5pg/tubeであり, 測定内誤差及び測定間誤差は各々, 7.6%, 8.1%
 であった。 セッパックC18 抽出による回収率は平均58%であった。 ラッ トETとの交叉率は 0、002
 %であり, α一hANP, ブタBrain Natr沁retic Peptide, hNPY, アンギオテ ンシン1及びβ2ミク
 ログロ ブリ ン等との交叉は調べた範囲内で全て0.001%以下であった。 透析患者血漿抽出物の希
 釈曲線は標準曲線と平行 したが, 血漿の直接希釈曲線は平行 しなかった。 ゲル濾過では健常者及
 び透析患者いずれにおいて も分子量12,000近辺に大きな ピークを認めたが, 合成ETの溶出部位に







 遅れて溶出 した主 ピークが合成ETの ピーク部位に一致 した。
 抽出法による血中IR-ET レベルは健常者及 び高血圧患者では全員検出限界以下 (7.Opg/ml
 以下) であった。 透析患者では32名中24名で検出され, その平均値は10,9±3.4 (SD) pg/m1で
 あった。 他方, 直接法では健常者10名中1名, 高血圧患者10名中2名でIR-ETを検出 した。 透
 析患者では32名中3i名で検出 し, その平均値 は抽出法の約20倍高値を示 した。 抽出法と直接法の
 測定値問に有意な相関は認められなかった。 以後, 抽出法による結果のみを述べる と, 透析の前
 後でIR-ETを検出 し得た22名では透析前値11.1±3,4pg/mlに対 し, 後値11.5±2,2pg/mlと有
 意な変化は認められなかった。 また、 平均血圧 (MAP) と血中IR-ET レベルとの間に有意な相
 関は認められなかったが, 透析中のMAPの変化とIR-ET値の変化の間に正の相関 (γ一 〇.594,
 P<0.005) を認めた。 透析による除水量及び透析期間とIR-ETの変化量との間には有意な相関
 は認められなかった。
                【考案 及 び結論】
 ET の高感度測定法を開発 した。 抽出法の感度は5pg/tubeとRIAと して は高感度であったが,
 正常者及 び腎機能が正常な高血圧患者 の血中IR-ETを測定するに はな お感度 が不 充分 であ り,
 今後更 に高感度な測定 を可能とする抗体の開発 が望ま れた。 ゲル濾過及 びHP LCの結果 より透析
 患者血漿中には少なくとも2種類のIR ・一 ETが存在することが示された。 1っ はHPLCで合成ET
 と同 じ部位に溶出する小分子量のもので, ETそのものと考えられる。 他のiつはGCで分子量12,
 000近辺に溶出する物質 (iarge IR-ET) で, その希釈曲線は合成ETの標準曲線と平行すること
 からETの前駆体がプロセッシングを受ける際の中間体と思われる。 血中のIR-ET は1arge IR-
 ETが主体をなすことか らET を正確に測定するにはlarge IR -ETを も含めて測定 して しまう直接
 法は不適当であり, 抽出法が必須と思われた。 透析患者でIR-ET レベルが上昇 していた理由・
 生理的意義はなお不明である。 血中IR-ET レベルの変化とMAPの変化との間に正の相関が存在
 するこ と, 即ち透析中に血圧 が上昇する患者で はIR-ETが上昇す る傾向が認め られたことから
 強力 な昇圧物質であるETが透析患者の血圧調節機構 に対 し何 らかの関係を有するものと思われ
 た。
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 審査結果の要旨
 Endo七helin (ET) は血管内皮細胞が産生するペプチ ドで, 21ケのアミノ酸よりなり, 強力な血
 管収縮作用をもっている。 ETは筑波大学の柳沢らによって発見されたが, まだその生理的意義
 にっ いて は研究 が進んでいな いのが現状であ る。
 そこ で戸恒和人は, ペプチ ド研究所で合成 したETおよびそ の抗体を用いて, 微量のETを測定
 できるradioimmunoassay (RIA) を開発した。 その方法によれば5pg/tubeが最小検出感度で
 あった。
 戸恒はこ のRIAを用 いて, 高血圧性疾患におけるETの関与を研究 した。 即ち高血圧患者10名,
 血液透析を受けている腎不全患者32名, 健常対照者10名より採血 し, 血中ET濃度を測定 した。 ま
 た血漿資料をセフアデックスG-50SFカ ラムによってゲル濾過を行ない, 各分画をRIAで検索し
 た。 また高速液体クロマトグラフィー (HPLC) による分析も行ない, ETの存在様式を検討した。
 血漿をセパック C、日で抽出 しR硫を行うと, 健常者および高血圧患者では全員検出感度以下で
 あった。 透析患者では32名中24名で検出され, その平均値は10. 9pgであった。
 血漿を抽出せず, 直接RIAを行うと, 健常者10名中1名, 高血 圧者10名中 2名, 透析患 者32名
 中31名でETが検出された。 直接法と抽 出法では前者が約20倍高値を示 した。 直接法で測定され
 るETは, ゲル濾過法で分子量およそ!2,000を示 し, ETの前駆体と考えられた。
 以上の結果からETの病態生理学的意義を結論することはできないが, 少なくとも透析患者に
 おいては, ET は血圧上昇の一因をなす ものと考え られた。
 以上, 戸恒和人のこの研究 は, ETの血中濃度を始めて明 らかに したところに意味があ る。 ET
 と高血圧との関係 は今後くわしく 研究される ものと考え られるが, その先駆的研究と して戸恒の
 研究 を位置付けることができよう。 よってこ の論文 は学位 に相当する ものと認める。
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